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RESUMEN.

La histoplasmosis es una enfermedad dela cual su sinto
matologia se conoce en México desde la época colonial. Esta
enfermedad se encuentra distribuida en toda la repiblica me
Xicana y presenta una alta frecuencia y mortalidad.

La histoplasmosis es una enfermedad infecciosa, nc con
tagiosa, que es adquirida por inhalar las esporas del hongo

Histoplasma capsulatum. Esta manera de ser adquirida hace

que afecte en primer lugar al pulmdn, pudiendo ser confundida
con la tuberculosis por los sintomas que presenta (fiehre,
tos, cefalea,disnea, dolor pleuritico), ademds las lesiones
pulmonares son del mismo tipo que las que se presentanen la
tuberculosis. La histoplasmosis presenta cuatro formas anato
mo-clinicas; histoplasmosis primaria, histoplasmosis aguda
diseminada, histoplasmosis crénica e histoplasmosig cicatrizal,

El Histoplasma capsulatum es un hongo dimérfico que

cuando estd libre se encuentra en fase micelial y al entrar
al huésped toma la fase de levadura, es un pardsito intracelular
especifico de los macrdéfagos y provoca una inmunodeficiencia
que hace al huésped incapaz de defenderse contra la infeccidn.
Para poder estudiar la histoplasmosis es necesario -
utilizar mpdelos de experimentacién en animales, ya que cambian

favorablemente las escalas de tiempo y espacio. Las analagi



as entre otras especies y el organismo humano son en muchas
ocasiones suficientemente abundantes para justificar el estu
dio de fendmenos bioldgicos y la extrapolacidn que se hace
de los resultados en ellas obtenidos.

Este trabajo es un modelo murino de histoplasmosis dise
minada en el cual se utilizaron ratones BALB/c infectados --

con levaduras de Histoplasma capsulatum para estudiar la in-

corporacién de timidina tritiada por los linfocitos del bazo
de éstos ratones infectados. Log linfocitos fueron estimula-
dos con Concanavalina A (Con A) y con histoplasmina. La capa
cidad de los linfocitos en cultivo, provenientes de los rato

nes infectados con Histoplasma capsulatum para incorporar ti

midina, al ser estimulados con Con A, estuvo deprimida desde
la primera hasta la tercera semana de los experimentos, pero
después de la quinta semana, los valores de incorporacidn fue
ron normales o tuvieron un ligero incremento. La incorporaci
6n de timidina en los linfocitos estimulados con histoplasmi
na, estuvo deprimida durante las siete semanas del experimen

to, recuperdndose después.
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ANTECEDENTES.

1.1 La histoplasmosis en México.

‘América es el continente donde existe el mayor numero ~
de casos de micosis como: histoplasmosis, candidiasis, blas-
tomicosis, esporotricosis, etc. La mayoria de los pacientes
pertenecen a grupos socioecondmicos bajos de las areas rura-
les (17).

Respecto a la histoplasmosis en México se carece de ci-
fras confiables desde el punto de vista epidemioldgico. A pe
sar de lo anterior y considerando que las condiciones ecold—
gicas de nuestro pails favorecen las infecciones por Histo--

plasma capsulatum y debido a que la sintomatologia de la in-

feccidén primaria se conoce desde la época colonial, dada su
frecuencia y alta mortalidad, es posible inferir la importan
cia de esta enfermedad en México (l17). Existen tres factores
qgue han hecho singulares las epidemias de histoplasmosis en
México: la frecuencia, la gravedad y la distribucidn (13,14,
15). La aparicidén de una eﬁfermedad grave que atacaba gimul-
tdneamente a grupos de sujetos que entraban a minas, cuevas

y diversos tipos de lugares confinados, y de los cuales mu--

chos morian, se explica por la presencia de Histoplasma cap-
sulatum en estos sitios, lo cual ha sido demostrado en la ac
tualidad. En México practicamente todas las epidemias se --
han visto asociadas con el guano de murciélago, presentanric-
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se sobre todo en trabajadores que penetraban en cuevas para
sacar este producto que se usa como fertilizante (11,13,14,
15). Las epidemias mexicanas de histoplasmosis se presentan
en las mds diversas regiones y latitudes del pais, contraria-
mente a lo que sucede en Estados Unidos, Venezuela y Periy -
donde existen zonas endémicas de histoplasmosis que corres-—-
ponden a iegiones definidas (13,14,15,16). En México tanto
las epidemias como los casos aislados han ocurrido en Duran-
go, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Nayarit, San Luis Poto
si, Querétero, Guerrero, Veracruz, Yucatan, Colima y Jalisco

(13,16).

1.2 Aspectos patoldgicos de la histoplasmosis.
La histoplasmosis es una enfermedad infecciosa mas no

contagiosa producida por el hongo dimérfico Histoplasma cap-

sulatum (8,20,18).

Generalmente esta enfermedad tiene como érgano de cho--
que el pulmén ya que es adquirida por inhalacién (7), pero
»puede extenderse a una micosis generalizada que se‘difunde
por los ganglios linfdticos mediastinicos, bazo, higado, su-
prarrenales, tubo digestivo, rifiones, corazén y otros Srga--
nos (11,13,20}.

La mayoria de los casos de histoplasmosis son asintoma-
ticos por lo que pasan desapercibidos, pero gracias a la -=-
prueba de sensibilidaa cutdnea é la histoplasmina (antigeno
soluble obtenido del cultivo del hongo), se tiene nocidn de
qué es un proceso difundido en casi toda la repdblica mexica
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na (13,%6).

La histoplasmosis presenta cuatro formas anatomo-clini-
cas: histoplasmosis primaria, histoplasmosis aguda disemina-
da, histoplasmosis crénica e histoplasmosis cicatrizal (8,-
18). La clasificacidén de Furcolow en relacidn a la histoplas
mosis primaria se ajusta a la realidad mexicana, esta clasi-
ficacién considera dos tipos: es asintomdtico y el sintond-
tico, y divide éste Ultimo en tres formas clinicas; leve, -
moderada y grave o epidémica (13).

Histoplasmosis primaria (34). Por lo menos el 90% de -

todos los contactos respiratorios con Histoplasma capsulatum

no se notan o se atribuyen a influenza. Las manifestaciones
son: tos, fiebre, cefalea, mialgias, célicos estomacales y -
dolor pleuritico. Con la exposicidén mds intensa, puede haber
disnea, cianosis,dolor tordcico profundo y pericarditis. En
ocaciones hay eritema nudoso, eritema multiforme,exantema di
fuso o artralgias en especial en mujeres blancas. La radio--
grafia de térax muestra infiltrados por placas; la linfadeng
patfa hiliar es comin, en especial en nifios. Puede haber fog
macidén de cavidades y derrame pleural. Los complejos de Chon
tienden a estar mas calcificados que en la tuberculosis. Las
lesiones pulmonares multifocales sanan, con calcificaciones
difusas "en escopetazo", que erosionan hacia los bronquios y
se egpectoran luego como broncolitos.

Histoplasmosis pulmonar crdnica (34). La multiplicacidn

de Histoplasma capsulatum inhalado en una bula enfitematosa

(en forma caracteristica en la parte posterior y en la pun-
ta) causa derrame antigénico hacia zonas pulmonares conti--
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guas y neumonitis intersticial segmentaria aguda. Los
sintomas son: tos, fiebre y malestar. Los microorganisnos
son escasos, Y enel 80% de los casos la enfermedad se corrige
en el transcurso de dos o tres meses con necrosis tipo infarto
contraccién del tejido lesionado y fibrosis residual. Puede
haber recurrencias posteriores. En el 20% de los pacientes
la infeccidn persistente conduce a uan enfermnedad cavitaria
crdénica. Las cavidades de paredes gruesas se amplian por
contigiiidad al pulmdén vecino ("cavidad en marcha") y 1la
diseminacidén broncdgena de su contenido causa neumonitis
y fibrosis en zonas pulmonares dependientes. Los pacientos
tienen fiebre y tos productiva; en un tercio hay hemoptisis
Los cultivos de esputo son positivos en un 50 a 70%. La
enfermedad suele seguir un curso de desmejoria, no tanto
por la infeccidn misma como por la pérdida progresiva' de
pulmén funcional.

Histoplasmosis diseminada (34)}. Una infeccidn pulmonar
clinicamente manifiesta precede a la diseminacidn en lactan
tes, pero es menos probable en adultos. La extencidn en a-
dultos ocurre después de inmunosupresidn, al activarse la
enfermedad a partir de una fase de latencia. los lactantes

muestran la peor regpueiata del Hucsped a la infeccitn y ol

curso es fulminante, la enfermedad en adultos por lo regular

es subaguda o crénica. Las manifetaciones clinicas sonpérdida
de peso, fibre, debilidad y malestar,hepatosplenomegalia,
linfadenopatia y trastorno de la funcidén en médula 6sealané

mia, leucopenia y trombocitopenia). Ulceraciones bucofaringeas



y a menudo asociadas con disfagia o ronquera, son un indicio
importante para establecer el diagndstico. Las ulceraciones
del tubo gastrointestinal (en especial frecuentes en la zona
ileocecal) se presentan con hemorragia, obstruccidn, perio-
racidén o malabsorcidén. La insuficiencia suprarrenal es comin
y se presenta a veces afios después de la erradicacién de los
hongos. Las radiografias del tdérax muestran datos de infec--
cidén primaria o hematdégena. La endocarditis (adrtica, antes
que mitral o tricuspidea) se presenta con émbolos a vasos --
sanguineos de gran calibre. La histoplasmosis en sistema ner
vioso central provoca cerebritis focal o meningitis crénica
difusa con hipoglucorraquia. También se ven involucrados los
rifiones, préstata y piel, pero la osteomielitis y artritis -

sOon raras.

1.3 Agente causal.
El agente causal de la histoplasmosis es el Histoplasma

capsulatum (forma perfecta: Emmonsiella capsulata), descu--

bierto por Darling en 1909 (7,11,12).

El Histoplasma capsulatum es un hongo facultativo intra

celular oportunista (11,12,33) que se extiende linfohematége

namente, lo cual compromete a los sistemas de drganos ricos

en fagocitos mononucleares como 8on el bazo y el higado (10).

Histoplasma capsulatum es un hongo bifdsico, que se presenta

en fase de micelio en el medio, y en fase de levadura a 37°C
y en los huéspedes infectados. El micelio produce macroconi-
dios tuberculados (8 a 16 m) y microconidios de un tamafio -
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(2 a 5 m) mas apropiado para la inhalacién. Las levaduras -
son ovoides (2 a 3x3 a 4 m) y no estan encapsuladas, se pro
ducen por gemacidén uUnica a partir de un cuello estrecho, y -
sonvintracelulares en macréfagos. La gran variedad de formas
que preseﬁta hacen dificil la identificacidn (11,12).

El método usual de identificacidén incluye el ;iguiente:
morfologia tipica, en particular la prescncia de macroconi--
dios tuberculados en la fase micelial de los organismos -
(25°C); la conversidn de la fase micelial a 25°C a la fase -
de levadura a 37°C; y la prueba del exoantigeno por medio -
del ensayo de inmunodifusidn de un estracto micelial contra

antisuero especifico para Histoplasma capsulatum (19).

1.4 Generalidades de la respuesta inmune.

Una definicidn de la palabra inmunidad deberia compren-
der "todos los mecanismos fisioldgicos que permiten al huds-
ped reconocer los antigenos como extrafios a su ser, y neutra
lizarlos, eliminarlos o metabolizarlos, con o sin lesidn de
los tejidos propios (6,27).

Las respuestas inmunoldgicas pueden dividirse en: espe-
cificaé e inespecificas. En la inmunidad inespecifica el pri
mer contacto con el huésped y una configuracion extrafia ccga
ciona und respuesta que consisté en la movilizacidén de célu-
las fagocitarias hacia las regiones donde se introdujo la -
configuracién extrafia {antigeno). Puede tratarse de un fend-
meno aislado o de un acontecimiento integrado que causa una

respuesta inflamatoria. La respuesta inmune especifica ¢35 la
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reaccidn del huésped frente a una sustancia extraha y no --
otra; comprende una serie de interacciones celulares que se
manifiestan por sintesis de productos especificos. La res---
puesta inmune especifica se distingue de las inespecificas -
por tres caracteristicas: su discriminacién entre dos antige
nos, su heterogeneidad y su memoria. La respuesta inmune ©s-
pecifica depende de dos mecanismos efectores: 1) la interVeg
cién de un producto soluble de los tejidos linfoides, que se
llama anticuerpo (inmunidad humoral), y 2) intervencidn de -~
linfocitos sensibilizados especificamente (inmunidad celular
o debida a células ) (6,21,27). Hay diversos tipos y mecanisg
mos celulares que intervienen en las expresiones y en la re-
gulacién de las reacciones mediadas por células. Estas célu-
las incluyen; linfocitos T, macrdéfagos,células destructoras
o asesinas (células K), células asesinas naturales (células
NK). La reaccidén mediada por células puede dividirse en tres
etapas: la primaria és la fijacién del antigeno a un recep~--~
tor que existe en la superficie delvlinfocito T sensibiiiza—
do. Esto puede producirse directamente, o mediado por un an-
tigeno unido a un macrdéfago. Hay cierto nimero de otras sus-
tancias que pueden dhirée a la superficie del linfocito T y
activarlo, como por ejemplo las interleucinas. La sogunda a-~
tapa de la reaceidn antigeno~linfocito U estd formuda por
las manifestaciones in vitro de inmunidad mediada por célu--
las, y que se descubren indirectamente por fendmenos morfold
gicos y bioquimicos. Los cambios morfoldgicos de los linfoci
tos en cultivo de tejidos consiste en la transformacidén cn -
células blasto, seguida por mitosis. Algunos investigadores
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sugieren que el macrdéfago es esencial para que tenga lugar
esta reaccién, y que las poblaciones celulares privadas de -
éstas células pueden ser deficientes en cuanto a su capaci--
dad linfoproliferativa. Los acontecimientos bioquimicos se -
manifiestan por la sintesis de novo de DNA, RNA o proteina -
descubierta mediante precursores marcados radiactivos. La -
etapa terciaria son las manifestaciones bioldgicas in vivo -
de estos acontecimientos iniciales. Consta de las siguientes
fases: la generacidn de células T supresoras, T ayudadoras o
cooperadoras para interacciones de células T-T .y T-B; la ge-
neracidén de células citotéxicas y las células T de memoria -
(6,21,27).

Los linfocitos T nacen en la médula dsea y se difercn--
cian en el timo, las formas maduras contienen marcadores es-
pecificos. Al proseguir.la diferenciacidn, estas células dan
origen a varias subpoblaciones, cada una de las cuales se 1li
mita a una o a unas pocas de las actividades gue muestra la
poblacién tétal de células T (6,27).

Células T auxiliares o cooperadoras (Th). las células
Th son las encargadas de presentar el antigeno a los linfoci
tos B para que estos puedan producir anticuerpos, también --
reaccionan con los macrdfagos para recible al antigeno y ac=
tivar a las demds células T. A la célula auxiliar humana co-
rreponde 40 a 60% de los linfocitos T en la sangre periféri-
ca, y a las células auxiliares del ratdén aproximadamente el
30% (5).

Células T supresoras (Ts). Estas células pueden supri-

mir la funcidén o la diferenciacidn de las células B o de
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otras células T implicadas en la inmunidad celular o en la -
cooperacién con las células B. Probablemente esta supresidn

ocupa un lugar importante en la regulacidén fisioldgica de -
las respuestas inmunes, lo mismo que en el control de la au-
toinmunidad y el rechazo de los injertos y de los tumores -
(4,5). Todavia no se sabe exactamente como actuan estas célu
las, pero algunas de sus posibles funciones son: 1) interfe-
rencia con las interacciones celulares; 2) impedir la identi
ficacidén del antigeno; 3) inhibir las modificaciones bioqui-
micas que el antigeno induce a la células B; 4) oponerse a -
la diferenciacidn de las células B para dar células producto
ras de anticuerpos, y 5) inhibir la proliferacidén de las pro
pias células T, También se ha visto que las células Ts acti-
an sobre los macrdfagos (5).

Células T citotdxicas (Tcx, CTC). La capacidad de célu-~
las sensibilizadas por un antigeno para atacar y destruir -
las células blanco es un fendémeno descrito como citotoxici--
dad mediada por células (CMC) o linfélisis mediada por célu-
las (LMC). la subpoblacidn de Tcx es la base de éste fendme-
no. La destruccidn de células blanco por Tcx puede diferen--
ciarse de la actividad semejante de otras células por varias

caracteristicas: 1) presenta restriccidn de antigeno y aparg
ce sélo después de estimule antigdniwor 2) prosunta resliic-

cién del complejo mayor de histocompatibilidad (CHM), y 3) -
la muerte suelé ser mds lenta y por lo general necesita dos

o tres dias en cultivo para.producir citotoxicidad importan-
te. Las células Tcx se ponen. en contacto con antigeno prima
rio y con el antigeno de histocompatibilidad como senal de--
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Citocinas. (1).

Los procesos inmunoldgicos son en grah parte medliados -
por unas proteinas llamadas citocinas. Algunas de ellas son
producidas por los fagocitos mononucleares, por lo que se -
les ha dado el nombre de monocinas, otras son producidas por
los linfocitos T y se les llama linfocinas. Los linfocitos T
producen varias linfocinas que actuan principalmente en la -~
regulacidn del crecimiento y diferenciacidn de varias pobla-
ciones de linfocitos.

Las linfocinas se clasifican en cuatro grupos scegin su
accién principal:

En el primer grupo se encuentran las citocinas que me—-
dian la inmunidad natural e incluyen el intefferén tipo 4 an
tiviral, interleucina-1, interleucina-6, y las quimiocinas.
El origen celular predominante de estas moléculas son los fa
gocitos mononucleares. '

El segundo grupo de citocinas es derivado en gran parte
de la estimulacidn antigénica de los linfocitos CD4+ T y ac-
tlan regulando la activacidn, crecimiento y diferenciacidn -
de células B y T. Este grupo incluye la interleueina<€;gque =~
ea el principal facter de arceiMiento de las cédlulds Uy Are-
terleuciha~-4; regulador de la sintesis de inmunoglobulina By,
y el factor transformador del crecimiento, el cual inhibe la
transformacion de linfocitos.

El tercer grupo de citocinas, producidas por activacidn
antigénica de linfocitos CD4+T y CD8+T, sirven a la activa--
cidén de leucocitos en la respuesta inflamatoria, estas célu-
las efectoras se encuentran bajo la regulacién de células T.
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Este grupo incluye el interferdn gamma, ¢l principal activa-
dor de los fagocitos mononucleares; linfotoxina, un activa--
dor de neutrdfilos; interleucina-10, un regulador negative -
de la funcidn de los fagocitos mononucleares; interleucina-5
un activador de eosindfilos; y la interleucina-12 (producida
por los fagocitos mononucleares), un estimulador de células
NK y de células T.

Al cuarto grupo se les llama factoires estimulantes de -
las colonias, consisten en citocinas derivadas de células del
estroma medular y de células T, los cuales estimulan el cre-
cimiento de los progenitores de médula Ssea, los cuales pro-
porcionan una fuente adicional de linfocitos en la respuesta
inflamatoria.

De este modo las qitocinas sirven a muchas funciones -
que son criticas en la defensa del huésped contra los agen--
tes patdgenos y provee un vinculo entre la inmunidad inespe-
cifica y la inmunidad especifica. Las citocinas también regu

lan la magnitud y la naturaleza de la respuesta inmune, in-=-

terviniendo en el crecimiento y diferenciacidén de los linfg
citod. Finalmente las @itdcinas.proveen un imporgarie wméoas=
nismo de amplificacidén gue eapasita pequeiios g?upéa da linfg
citos especificos a algin antigenc activando varios moecanis-
mos efectores para eliminar el antigeno. La excesiva produc—
cidén o accidn de las citocinas puede causar dafio y también

la muerte de los tejidos propics.
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Mitégenos de células T.

Los mitdégenos son sustancias que inducen mitosis, varias
proteinas vegetales llamadas fitoaglutininas, porque agluti-
nan células de mamiferos, o fitohemaglutininas (FHA), si  --
aglutinan eritrocitos; estimulan la mitosis de células B, T
o ambas, segin su especificidad (4,6). La concanavalina A -
(Con A) y la FHA son lectinas que activan las células T (4,-
5). La Con A es el mitdgeno mads especifico de células I'. La

Con A se extrajo inicialmente de un frijol (_Concanavalina -

ensiformis) en 1919 y se identificé como lectina para eritro
citos en 1935. Solo en 1970 se descubrid que se conjugaba =
con los linfocitos. La Con A es una proteina que se presenta
sobre todo como tetrdmero a pH mayor de 7, y como dimero a -
PH menor de 6. La Con A y la succinil Con A son mitdgenos po
tentes para linfocitos T y la dosis de 3 microgramos/ml es -~
Sptima (5).

Los mitdgenos vegetales son policlonales y resultan es-
pecificos de fragmentos de los fragmentos de azicar de las -
glucoproteinas de superficie, la Con A se fija a las protei-

nas que poseen grupos alfa-manosilo (6}.

Transformacidn linfoblastica.

La transformacidn blastoide es la proliferacidn de cdlu
las sensibilizadas, que en presencia del antigeno especifico,
conduce a la formacién de blastos (27).

Los linfocitos son capaces de diferenciarseé, transfor--
marse y reproducirse cuando son estimulados por mitdégenos cs
pecificos o por un antigeno al cual han sido sensibilizados,
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Esta transformacidn linfobldstica puede estudiarse in vitro
madiante métodos morfoldgicos e isotdpicos que consisten en
medir la incorporacidn de precursores marcados de DNA, RHA ©
proteinas, cuya sintesis aumenta durante la transformacidn -
(5,27). El punto final de reaccidn se mide por transformaciodn
linfobldstica, indice mitdtico o incorporacidn de precurso--
res radiactivos de DNA (Timidina tritiada) o RNA (uridina --
tritiada) (6). La mds usada es la incorporacidn de timidina

tritiada al DNA.

1.5 Respuesta inmune en la histoplasmosis,

El papel de las células mediadoras de la respuesta inmu
ne es muy importante, pero es muy poco lo que se conoce de -
las perturbaciones inmunorregulatorias, las cuales pucden -
ser inducidas por histoplasmosis diseminada en individuos sin
aparentes defectos de la inmunidad celular antes de cmpezar
la infeccidn. Estos complejos desérdenes de la inmunorregula
¢idn ocurridos como consecuencia de la histoplasmosis sisté-
mica son sugeridos por la gran prevalencia de negatividad en
la prueba cutdnea a la histoplasmina entre pacientes con es-
ta forma de infeccidén y la pobre respuesta blastogénica lin-

foide a estimulacidn de antigenos de Histoplasma capsulatum

y mitdégenos in viero (2).

Esta evidencia sugiere que la pobre respuésta de linfo-
citos T sanguineos a antigenos o mitdgenos en algunos casos
puede ser causada, en parte por la presencia de subpoblacio-
nes de células T supresoras capaces de disminuir las respues
tas efecﬁoras citotékicas y ayudadoras.

-13-



La gama de respuestas del huésped tiene relacidén direc-
ta con la eficacia de los mecanismos de inmunidad mediada -
células. Al haber inmunidad éptima, los hongos son poco fre-
cuentes, es adecuada la formacidn de granulomas, y la enfer-
medad es de extencidn limitada. Con la inmunidad deficiente,
los macréfagos, incluidos los que circulan en la sangre, es-
tdn saturados por levaduras intracelulares, la formacidn e
granulomas es defectuosa Y la enfermedad es exéensa. Los gra
nulocitos y los factores séricos juegan un papel secundario
en las defensas del huésped.

La prueba dérmica de la histoplasmina rara vez es de -
utilidad diagnéstica, pues los resultados positivos son fre-
Ccuentes en la zona endémica. A la inversa, la enfermedad di-
seminada no necesariamente se asocia con un resultado negati
vo. La cutirreaccién positiva fambién eleva los titulos de -
anticuerpos séricos. La prueba de fijacidn del complemento -
(con antigeno de fase de micelio o de levadura) muestra reac
ciones cruzadas con 1la blastomicosis y la coccidioidomicosis.
Los titulos bajos de anticuerpos persisten durante afics des-
Pués dv la histoplatmonia primaris, ) edgule & Bl auiidnko -
del titulo a cuatro veces, sugiefaen Pere no prueban, Lo hims
toplaamosie aativVa) tampbos el tltulo heyative damsares ha =
posibilidad de enfaermedad. Los titulos né estdn a la par da-
la actividad del padecimiento y son de poca utilidad para vi
gilar el tratamiento o evaluar el prondstico. Las pruehas de

anticuerpo por el método de inmunodifusién producen dos ban-

das {(m,h) de utilidad diagndstica potencial. Si aparece solo

-~14-



histoplasmosis temprana, pués la banda m suele preceder a la
banda h. La prueba de aglutinacidn de ldtex con particulas
de latex sensibilizada con histoplasmina es una ayuda util
en el diagndstico de histoplasmosis aquda, en especial a
titulos 1:16. Pueden ocurrir resultados positivos o negativos
falsos, y se requiere de pruebas diagnosticas de confirmacidn

(34).

1.6 Modelos.

Los eventos naturales son casi siempre demasiado comple
jos para que podamos comprenderlos y estudiarlos en todos
sus aspectos. Abstraemos © singularizamos determinadas varia
bles del proceso para su estudio. Al hacer esta abstraccidn
hacemos desde el principio, un modelo idealizado del objeto
o evento de estudio, es decir, es decir estamos sustituyendo
la parte del universo gque estamos estudiando, por un modelo
de estructura similar, pero mds sencillo. Esto significa -
que los hechos cientificos son modelos de los reales (26).

El modelo es una formulacidén que imita un fendmeno del
mundo real y por medio del cual podemos efectuar prediccio-
nes (29). Hay en la ciencia diversas categorias de modelos
del universo que difieren en su grado de abstraccidn (26).
En su forma mds sencilla, los modelos pueden ser verbales
o graficos, les siguen los modelos materiales o reales y luego
los tedricos o formales. (29).

Un modelo es una representacidén de un sistéma real, por
otro distinto que se supone tiene algunas propiedades se-
mejantes a las que se desean estudiar en el sistema original.
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En general gran parte de la fisiologia humana estd basada en
experimentos realizados en otros drdenes de mamiferos.La ex-
perimentacidn en el hombre, por razones obvias, es dificil o
imposible de realizar en muchos casos. Las analogias entre -
otros Srdenes de mamiferos y el organismo humano, son en mu-
chas ocasiones, suficientemente abundantes, para Jjustificar

el estudio de los fendmenos bioldgicos y la extrapolacidn -
que se hace de los resultados en ellas obtenidos (26). Un mo
delo material puede algunas veces, cambiar favorablemente -
las escalas del tiempo o del espacio. Por ejemplo, el empleo
de animales pequeiios para el estudio de la fisiologia de ani
males grandes. Como ejemplo de un modelo que modifica la es-
cala del tiempo, pcdemos citar el empleo de ratas o bacte—--
rias para los estudios de genética, en vez de recurrir a es-
pecies con un ciclo de vida y de reproduccidén mds prolonga--
dos. Sin embargo, un modelo material sera necesariamente un

modelo parcial, semejante al original en algunos aspectos, -

pero necesariamente distinto en algunos otros (26,29).



2. Justificacidn.

La infeccidn de ratones de Histoplasma capsulatum pro--

porciona un modelo altamente uniformg y reproducible que se
resuelve sin intervencidén terapéutica (Z,3,25)., Proporciona
un excelente instrumento para investigar la respuesta inmuno
rregulatoria durante la fase activa y la fase de restableci-
miento de una infeccidn sistémica por hongos.

El uso de ratones singénicos es especialmente valioso
en esta observacién, porque ordinariamente, las subpoblacio-~
nes de células que median estas respuestas pueden ser identi
ficadas y estudiadas asi como la funcidén especifica con gran
‘presicidén (3). Aunque los ratones pueden ser usados extensa-

.
mente como un modelo experimental de histoplasmosis, casi to
dos los investigadores tienen directamente su atencidn en la

patogenicidad de varias cepas de Histoplasma capsulatum y la

susceptibilidad relativa de animales a la infeccidn determi-
nada por diferencias en especies o cepas, edad y estado de -
inmunizatidn,

Un modelo murino no letal de histoplasmosis fue desarro
llado por Artz y Bullock (2,3), y otro por Kholer, Blair y -
colaboradores (25). '

En el modelo desarrollado por Kholer los ratones fueron

infectados con 4x107 levaduras de Histoplasma capsulatum -

por inoculacidn endotraqueal, se utilizaron los tejidos de -

17~



bazo, sangre y pulmén para cultivo y cuantificacién de anti-
geno (25).

El estudio de métodos inmunocitoquimicos muestran que -
el bazo de ratones infectados intravenosamente por Histoplas

ma capsulatum es infiltrado por gran cantidad de macréfagos.

Las células CD4+T y CD8+7T son difundidas y esparcidas por to
do el bazo (33).

Para estudiar los mecanismos de inmunorregulacidén en ~
histoplasmosis sistémica, Artz y Bullock establecieron un mo
delo de infeccidén altamente reproducible en ratones C3H/anf
inoculados por via intravenosa con levaduras de Histoplasma
capsulatum de la cepa G217-B que produce una infeccidn dise-
minada que se resuelve en un periodo de 8 semans sin inter--
vencidén terapéutica (2,3).

En este trabajo se va a reproducir este modelo de infec
cidn pero ahora inoculando a ratones BALB/c con levaduras de

Histoplasma capsulatum de la cepa MIA con el objeto de esta~

blecer si el modelo de Artz y Bullock es vdlido en ratones -
BALB/c y por lo tanto pueda ser usado en nuevas investigacio

nes en ratones mas accesibles.
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3. Objetivos.

L.- Establecer un modelo de histoplasmosis en ratones BALB/c.

2.- Estudiar la inmunodeficiencia del ratén infectado por me
dio de la incorporacidén de timidina tritiada en linfoci-
tos de bazo estimulados estimulados con Concanavalina A
e histoplasmina de ratones infectados con levaduras de -

Histoplasma capsulatum.

-19~



4, Hipdtesis.

El Histoplasma .capsulatum altera algunas funciones del

linfocito T del ratdn y disminuye su capacidad de prolifera-
cidén por lo que los linfocitos de bazo de ratones BALB/c in-

fectados con Histoplasma capsulatum incorporan menor canti--

dad de timidina tritiada qu los linfocitos de bazo de rato--

nes no infectados.
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5. Metodologia.

Animales:

Ratones machos BALB/c de 4 semanas de edad al iniciar
el experimento, proporcionados por el bioterio del Centro
de Investigaciones Biomédicas de Occidente (CIBO) del Ins-

tituto Mexicano del Seguro Social {IMSS).

Levaduras de Histoplasma Capsulatum:

Levaduras de la cepa MIA de Histoplasma Capsulatum se

obtuvieron inoculando a los ratones por via intraperitoneal

con 0.5 ml del hongo en fase micelial en solucidn salina iso
ténica. Después de dos semanas de la inoculacidn se sacrifican
los ratones, se remueve el bazo y se siembra en agar sangre
enriquecido con cisteina hasta gque crecen las levaduras, des-
pues se resiembran en medio de cultivo liguido RPMI 1640

(Sigma) suplemantadoy 24 horas después se inocula a los ratones

para iniciar el modelo de infeccidn (3,32).

Infeccidn de los ratones:
Las levaduras en medio liquido se ajustan a 4x106 -
levaduras por mililitro y a cada ratén se le iniculan 0.05ml.

por via intravenosa en la vena de la cola.
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Mitdgenos:

Concanavalina A (Sigma) a una dosis de 2 microgramos -
por mililitio.

Histoplasmina a una dosis de 1 microgramo por mililitro

proporcionada por el Instituto Nacional de Salud.

Medio de cultivo:

Medio de cultivo liquido RPMI 1640 (Sigma) suplementado
con; 1% de L-glutamina, 1% de penicilina-estreptomicina, 1%
de aminodcidos no esenciales, 1% de piruvato, 5% de suero fe
tal de ternera y 36 microlitros de mercapto-etanol. La prepa
racién del medio de cultivo se hizo en campana de flujo lami

nar, en condiciones de extrema esterilidad (22,23).

Obtencidn de linfocitos:
Los ratones se sacrifican por dislocacidn cervical en
las semanas L, 3, 5 y 7 después de la inoculacidén intraveno-

sa de levaduras de Histoplasma capsulatum, se les extrae el

bazo por cirugia.en condiciones asépticas y luego se prepara
una suspensidén de células del bazo homogeneizéﬁdolo con dos
agujas para insulina (25x16 5/8') en solucidn salina balan--
ceada de Hank's (HBSS5), se deja sedimentar en hielo durante
cinco minutos, después se remueve el sobrenadante y se lava
dos veces en HBSS durante 10 minutos a 1250 rpm y se prepara
una concentracidén final de 5x106 células por mililitro en el

medio de cultivo (9).
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Cultivo de linfocitos:

Las células ajustadas a una concentracion de 5x106 célu
las por mililitro se siembran en cajas de microculcivo de Y6
pozos. En cada pozo se siemb.,an Sx,LO5 células en U.) milili:
tros de medio de culiivo, luego se adiciona por triplicado
0.1 mililitros del mismo medio a los pozos de control y a -
los experimentales (.l mililitros de Concanavalina A (tanto
de ratones infectados como sanos). Se incuban durante 72 ho-
ras a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO, 95% de aire y 85% -
de humedad. A las 48 horas de iniciado el cultivo se les afia
de un microcurie de timidina marcada con tritio y 24 horas -
después se cosechan manualmente en papel filtro (un papel pa
ra cada pozo) (22,23,32); una vez secos se lavan dos veces -
en dcido tricloroacético frio durante 5 minutos cada vez, -~
con agitacién constante; posteriormente se lavan dos veces -
en alcohol absoluto frio durante 5 minutos cada vez, con agi
tacidén constante. Una vez secos los papeles filtro se colo--
can cada uno en un vial y se les agrega 3 mililitros de 1i-~-
quido de centelleo y se miden las cuentas po.s minuco {cpm) -
eh un contador de centelleo liguido para radiac.iones beta
(9:32).

El cultivo de linfocitos se prepara en campana de flujo

laminar en condiciones de extrema esterilidad.
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6. Resultados.

sulatum en la incorporacidn de timidina tiitiada.

Los linfocitos estimulados con Con A de los ratones in-

fectados con levaduras de Histoplasma capsulatum estuvieron

inhibidos en la semana | (56921 +7325 cpm). En la seman# 3

la incorporacién estuvo mds deprimida (8562 +2231) compacado
con sus coniioles (Ye9l6 +8475). En la Qemana 5 los lunfoct:
tos de ratones infectados tuvieron una respuesta normal -
(106850 +3139 cpm) y en la semana 7 los linfocitos de rato--
nes infectados mostraron una incorporacidn de timidina tri--
tiada mds alta que el grupo de ratones normales e m— -
(115736 +3920 vs 100Y40 +4497 cpm). Por otra parte los linfo
citos de ratones infectados gue fueron estimulados con el an
tigeno especifico histoplasmina, tuvieron una incorporacidn

de timidina tritiada mas baja durante la siete semanas del -
experimento; la incorporacidén normal de timidina tritiada -

fué recuperada en la semana 18.
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Tabla 1. Efecto de la infeccidn con levaduras de Histoplasma
capsulatum en la incorporacidn de timidina tritiada por lin-

focitos de bazo de ratones BALB/c estimilados con Con A,

Semana? Grupob Medio® Con A
(cpm) (cpm) (2 mcgr/ml)
1 Normal 3311+151 10808749372
fnfectado 0927+1623 56921+
3 Normal 14i8+ 59 96916+8475
Infectado 1802+293. 8562+ 2131
5 Normal 30314257 108800-+4473
Infectado 868+50 1G6850+3139
7 Normal 2901+90 100404+4497
infectado 1118+68 115736+3840

a Tiempo transcurrido después de la inoculacidén de Histoplas

ma capsulatum por via intravenosa a ratones BALB/c.

b . .
En cada grupo se realizaron tres experimentos.

€ Medio de cultivo liquido RPMI1640 suplementado.
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capsulatum en la incorporacion de iimidina tritiada por lin-

focitos de bazo de ratones BALB/c estimulados con histoplas-—

mina.
Semana? Gfupob Medio® = Histoplasmina
(cpm} (cpm) (1 mcgr/ml)
1 Normal 3311+151 4972+ 411
tnfectado 0927+ 1623 4115+ 1222
3 Nocrmal 14184 59 1604+ 74
infeccado 18025 293 to0d+1di
5 Normal 3031+257 2971+411
infectado 809+50 Yl3+243
7 Normal 2901490 36074298
infectado 111i8+68 20944683
18 infectado 3633+230 9856+331
a

Tiempo transcurrido después de la inoculacidén de Histoplas

ma capsulatum por via intravenosa a ratones BALB/c.

~20—
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7. Discusidn.

Los mecanismos precisos por los cuales Hishoplasma cap-

sulatum resulta patogénico para el hombre son desconocidos,
sin embargo, se ha visto que en sujetos con histoplasmosis -
progresiva con diseminacidn, se presenta una falla en la res
puesta inmune celular. Esto pudo ser demostrado con la dismi
nucién en la capacidad de responder al estimulo de mitdgeno
y antigeno de los linfocitos de bazo de ratones infectados -~

con levaduras de Histoplasma capsulatum.

En este estudio se mostrd que los niveles de prolifera-
cidn de linfocitos T estimulados con Con A estuvieron depri-
midos desde la semana 1 de la infeccidn, y la depresidn maxi
ma se ohservd en la semana 3. Entre las <==manas 5.y 7 los ni
veles de proliferacion de las células T recuperaron sus valo
res normales. Por otra parte, los linfocitos de ratones in--
fectados estimulados con histoplasmina, recuperaron su hivel
normal de reproduccién después de un periodo de 18 semanas.
El tiempo promedio para que los linfocitos T estimulados con
Con A recobren la reproduccidén normal es de 5 a 7 semanas,
Esto puede ser el resultado de un mecanismo de inmunomodula-
¢idn indaeiderper 105“aetérminaniesiantigénicbs7presénﬁesién

las levaduras de Histoplasma capsulatum, el cual produce una

supresion de las células T, permitiendo asi al pardsito eva-

dir la respuesta inmune.
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Los bajos niveles de proliferacion de los linfocitos de
ratones infectados pueden observarse en la deficiente incor-
poracién de timidina tritiada con respecco a los valores mos
trados por los linfocitos de yvatones sanos, ya que al haber
veproduccidén es necesaria la incorporacidén de timidina pre--
sente en el medio de cultivo para la formacidon de las cade--
nas complementariaz de DNA pasa las nuevas células,

La falta de respuesta al mitdgeno v antigeno puaede ser
explicada por una baja en la produceidn de [1-2, yva que la -
cantidad de §1-2 es importante para la efectividad de la res
puesta inmune celulay, por ser ella la encargada de llevar a
cabo el ciclo celular desde la fase Gl hasta la fase 5 en -

las células involucradas en la respuesta inmune celular,

Bsta insuficiente produccidn de 11-2 puede deborse a -

gque el Histoplasma capsulatum produzca una sustancia que:

1) inhiba la produccidn de (1-2; 2) tenga la capacidad de --
bloquear los receptores de superficie especificos para 11-2
en los linfocitos T; 3) bloquee la sintesis de DNA en los -
linfocitos T; 4) inactive total o parcialmente a los linfoci
tos T cooperadores; %) active los linfoocitos O supresores.
La supresion en la respuesta dnmune celutan Lo podomos
observar tanto eon la respuaesta negaciva a la reaccion cubid--
nea a la histoplasmina en paciente con histoplasmosis disemi
nada, que puede deberse a que no se producen las células T y
las interleucinas necesarias para la respuasta inflnmatoria{
como también en el tiempo que necgsitan los linfocitos en -

cultivo para recuperar los valores normales de proliferacion
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al ser estimulados con histoplasmina, lo cual indica que las
células reconocen a los determinantes antigénicos de Histo--

plasma capsulatum como supresores de la respuesta inmune ce-

lular.

Esta inmunosupresidn es probable que empiece desde el -
primer contacto de los macrdfagos con el hongo. Siendo este
hongo un pardsiico intracelular especifico de los macrdfagos,
es posible que altere las funciones de éstos para asi prote-
gerse de la respuesta inmune del huésped. Normalmente cuando
en macréfago tiene contacto con un antigeno activa a los 1lin
focitos T cooperadores y a las células NK piroduciendo varias
interleucinas.

El linfocito 'I' cooperador al recibir la seflal de activa
cién enviada por el macréfago, empieza la produccidn de [1-2
para acelerar la reproduccién de las demds células que inter
vienen en la respuesta inmune celular, en tanto que las célu
las NK aumentan grandemente su actividad citolitica.’

Pero si en vez de que el nmacréfago active la respuesta

inmune celular al ser invadido por el Histoplasma capsulatum,

cesa sus funciones parcial o totalmente, y ademds presenta -~
a los determinantes antigénicos del hongo como senal supresg
ra del sistema inmune, esto pudiera ser una explicacidén de
que los linfocitos en cultivo, al ser estimulados con histo-
plasmina, tarden tanto tiempo en recuperar Ssu proliferacién
normal, ya que esto sucede cuands los ratones han lograde un
totai restablecimiento de la infeccién, y por lo tanto, 1los

linfocitos T ya no reconocen a los determinantes antigénicos

del Histoplasma capsulatum como supresores de la respuesta
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